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Uno dei più recenti sviluppi della ricerca scientifica riguarda il campo della biologia dei 
telomeri. La comprensione del ruolo dei telomeri, della telomerasi, e di altri fattori 
correlati nei processi di invecchiamento e di immortalità cellulare hanno registrato degli 
enormi progressi negli ultimi anni e la letteratura in questo settore è in continua 
crescita. La ragione dell’entusiasmo è che la telomerasi e i telomeri potrebbero essere 
un elemento centrale nella progressione all’immortalità cellulare o al cancro. 
L’applicazione di conoscenze in quest’area potrebbe portare ad una diagnosi più efficace 
e ad un trattamento migliore delle neoplasie maligne. Questa tesi focalizzerà la sua 
attenzione sui telomeri, che potrebbero avere un ruolo nei processi 
dell’invecchiamento. Nel 2009 Elizabeth Blackburn, Carol Greider e Jack Szostak hanno 
ricevuto il Premio Nobel per la Medicina per la scoperta dei processi fondamentali 
attraverso i quali le estremità cromosomiche sono protette dai telomeri e dall’enzima 
telomerasi. L'attribuzione di tale prestigioso premio riconosce giustamente l'enorme 
importanza della loro ricerca alla nostra comprensione sul mantenimento dell’ integrità 
del genoma. Tuttavia, gran parte della biologia dei telomeri in un contesto evolutivo è 
ancora da studiare. Sappiamo ancora poco del modello di eredità della lunghezza dei 
telomeri, e dei fattori ambientali che influiscono sull’ accorciamento e sull’allungamento 
dei telomeri stessi. Tutte queste incognite fanno di questo un emozionante e 
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1.1. Breve descrizione del progetto AKeA 
 La longevità viene definita come l’effetto dell’interazione di fattori sia genetici sia 
ambientali. Negli ultimi decenni, nella maggior parte dei paesi sviluppati, è stata 
osservata una crescita stabile nell’aspettativa di vita media, che viene attribuita, 
principalmente, alla diminuzione della mortalità in età avanzata (58). Diversi studi hanno 
dimostrato che la Sardegna, rispetto alle altre regioni italiane, possiede un numero di 
centenari e ultracentenari decisamente superiore, (ad oggi circa 372), con una media di 
circa 22 ogni centomila abitanti, contro una media tra gli 8 e i 10 che si può osservare in 
altre parti del mondo. Questo rapporto risulta in crescita col passare del tempo, dal 
momento che nel periodo '97-'99 la media era di 13,5 ultracentenari, salita nel 2000 a 
19 (23). E’ emerso, inoltre, che il 60% della più alta proporzione di centenari, nati tra il 
1880 e il 1902, è dovuta alla più bassa mortalità degli uomini sardi tra gli 80 e i 99 anni 
(16). Una più bassa mortalità a queste età implica che un maggior numero di persone 
potrebbe raggiungere e superare la soglia dei 100 anni. Il Progetto AKeA, pensato, 
elaborato e diretto dal prof. Luca Deiana nel 1996, è un progetto che verte allo studio e 
alla comprensione di tutti quei fattori che contribuiscono alla longevità, così marcata in 
Sardegna (23). Questa ricerca viene svolta da un equipe di ricercatori comprendenti 
demografi, medici e biologi. In particolare, un accurato studio demografico, ha reso 
possibile la raccolta e la catalogazione in database elettronici delle informazioni relative 
ai dati anagrafici delle persone viventi d’età superiore agli 80 anni, nei 377 comuni della 
Sardegna; questo tipo di studio è stato effettuato mediante la consultazione dei registri 
degli atti di nascita, matrimonio e morte e mediante la costruzione di un albero 
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genealogico di una parte dei soggetti arruolati. L’equipe di medici si occupa della 
raccolta delle informazioni relative allo stato di salute, mediante la compilazione delle 
cartelle cliniche, e del prelievo di sangue, previo consenso. I biologi e i ricercatori si 
occupano dell’analisi e dello studio dei meccanismi biochimici e genetici coinvolti 
nell’invecchiamento. Alcuni studi, condotti all’interno del Progetto AKeA (71), hanno 
messo in evidenza le differenti cause di mortalità ad età avanzate tra la Sardegna e le 
altre regioni italiane e all’interno dell’isola. Da questi studi è emerso che il tasso di 
mortalità per malattie cardiovascolari sia più basso in Sardegna rispetto al resto d’Italia; 
all’interno dell’isola, sebbene sia stata individuata un’area interna, in provincia di Nuoro, 
con una più alta concentrazione di centenari, l’individuazione delle cause di mortalità è 
più complessa: il livello di urbanizzazione, industrializzazione e inquinamento di 
particolari aree geografiche possono determinare un aumento di mortalità. I risultati di 
tali studi hanno suggerito l’esistenza di specifici fattori genetici ed ambientali (condizioni 
nei primi anni dell’esistenza, stili di vita, istruzione, occupazione, luogo di residenza, 
abitudini alimentari, inquinamento, ecc) che favoriscono un’aumentata presenza di 
centenari nella popolazione sarda. Lo studio dei fattori genetici, così come la conoscenza 
delle loro specifiche funzioni, è determinante per la comprensione dei meccanismi alla 
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1.2. Telomeri e telomerasi  
I telomeri sono delle sequenze di DNA ripetuto, conservate, specifiche e non codificanti 
localizzate alle estremità dei cromosomi eucariotici (11). I telomeri sono presenti in quasi 
tutti gli organismi viventi, dai ciliati ai mammiferi, e differiscono per la sequenza 
ripetuta. Nell’uomo la sequenza è 5’-TTAGGG-3’ ripetuto in tandem per circa 15 kb (61,62). 
Questa estremità costituisce un lembo sporgente detto overhang , che può organizzarsi 
in una struttura secondaria, in seguito ad appaiamenti “non Watson e Crick” tra i residui 
di guanina: quello che si viene a formare è una sorta di ansa detta T-loop. (25,33). I 
telomeri si associano con le proteine nucleari incluse le proteine del rivestimento 
nucleare (24). Le proteine che legano le sequenze telomeriche identificate nell’uomo 
sono numerose, tra le quali TRF1 e TRF2 (TTAGGG repeat binding factors), TERT 
(telomerase reverse trascriptase) e TEP-1 (telomerase-associated protein) (Fig.1). Molte 
di queste proteine potrebbero essere coinvolte nella regolazione della struttura e della 
funzione telomerica. Studi di microscopia elettronica hanno rivelato che, ad esempio, 
TRF2 rimodella in vitro il DNA telomerico lineare in un esteso cappio a T a doppio 
filamento (33).  
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Figura 1: Telomeri e telomerasi. A) la marcatura a fluorescenza Q-FISH rivela i telomeri (giallo) nella 
parte terminale dei cromosomi (blu). Lo schema a destra mostra la sequenza telomerica ripetuta in 
tandem presente nel DNA telomerico umano. B) Composizione proteica del complesso 
ribonucleoproteico della telomerasi umana, caratterizzata solo in parte; lo schema mostra le 
componenti telomeriche a DNA ed RNA (Terc), la subunità catalitica della telomerasi trascrittasi  
inversa (TERT) e le proteine associate alla telomerasi. (Serrano A. L., Circ Res. 2004). 
 
Si ritiene che i telomeri siano necessari per mantenere l’integrità dei cromosomi 
proteggendone l’estremità dalla degradazione degli enzimi cellulari (11). I cromosomi 
privi di telomeri sono, infatti, molto suscettibili all’azione enzimatica ed interagiscono 
chimicamente in modo rapido con altre strutture cellulari, tra cui i cromosomi stessi. I 
telomeri, inoltre, prevengono la fusione dei cromosomi e il riarrangiamento del DNA. 
Un’altra importante funzione dei telomeri è quella di fornire un cuscinetto di DNA non 
codificante per prevenire un progressivo accorciamento del cromosoma che si verifica 
con la replicazione, il cosiddetto problema di fine-replicazione (52,53). La 
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polimerizzazione del DNA può procedere, infatti, solamente nella direzione da 5’ a 3’. 
Nel filamento “comando”, la polimerizzazione del DNA procede lentamente da 5’ a 3’. 
Nel filamento “ritardo”, i primers dell’RNA si legano per iniziare la polimerizzazione in 
diversi punti, creando i cosiddetti frammenti di Okazaki. Successivamente, i primers 
dell’RNA sono rimossi e gli intervalli riempiti dalla DNA polimerasi (da 5’ a 3’) 
utilizzando come innesco il DNA a monte appena sintetizzato. L’RNA all’estremità 5’ 





Figura 2: Schema della replicazione del DNA. Poichè la replicazione del DNA è bidirezionale ed inizia 
da un primer ad opera di una DNA polimerasi unidirezionale, ciascun ciclo di replicazione del DNA 
lascia 50-200 pb di DNA non replicate all’ estremità del cromosoma. (Campisi J., S. Kim, C. Lim, M, 
Rubio. Cellular senescence, cancer and aging: the telomere connection. Experimental Gerontology 36 
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In questo modo, ad ogni divisione cellulare (ciclo di replicazione), si perdono da 50 a 
200 basi al filamento 5’ neo sintetizzato con una progressiva riduzione della molecola 
di DNA (38). Perciò, quando i telomeri, dalla loro lunghezza massima iniziale di 10-15 kb 
(nelle linee germinali), raggiungono una lunghezza di 4-6 kb, le cellule umane arrestano 
irreversibilmente la loro crescita, mostrando un caratteristico fenotipo senescente, 
fino alla perdita del DNA telomerico e dei suoi effetti protettivi. Nel 1961 Hayflick 
pubblicò un lavoro (34) nel quale riportava che fibroblasti umani in coltura smettevano 
di proliferare dopo circa 50 divisioni, e che tutte le cellule perdevano la capacità 
proliferativa dopo un uniforme e fissato numero di duplicazioni. Questa soglia è stata 
chiamata “Hayflick limit” e assume che ogni tipo di cellula abbia un limite del 
potenziale replicativo intrinsecamente fissato (Fig.3) 
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Il fatto che ogni telomero si accorci ad ogni divisione cellulare e che in presenza della 
telomerasi, che blocca tale accorciamento, le cellule diventino quasi immortali, ha 
suggerito che lunghezza del telomero agisca come orologio mitotico responsabile della 
limitata durata della vita della nostra e delle altre specie. Alsopp e collaboratori (2) nel 
1992 hanno dimostrato che il numero delle divisioni a cui le cellule possono andare 
incontro in coltura è proporzionale alla lunghezza iniziale del telomero. Inoltre, le 
cellule di pazienti affetti dalla sindrome di Hutchinson-Gilford, una malattia 
caratterizzata da invecchiamento precoce, hanno dei telomeri più corti e una ridotta 
capacità di proliferare. La teoria dell’orologio mitotico ha portato ad un periodo di 
grande euforia, associata all’ipotesi che, se i telomeri sono i responsabili 
dell’invecchiamento, bloccando il loro accorciamento si sarebbe raggiunta 
l’immortalità. Per questo motivo i ricercatori cominciarono a studiare tutte le malattie 
che presentavano come fenotipo una senilità precoce, come ad esempio la sindrome di 
Werner (le persone affette da questa patologia non raggiungono i quarant’anni,e a 
venti anni mostrano le caratteristiche di sessantenni). In realtà si è scoperto che tale 
patologia non è imputabile ad un accorciamento precoce o più veloce dei telomeri, ma 
ad una mutazione su un gene codificante una elicasi. La regressione telomerica va a 
coincidere, nell’ultima fase, con il fenomeno dell’invecchiamento cellulare (senescenza 
replicativa). Pertanto, dopo un numero calcolabile di duplicazioni (50-70 nelle cellule 
umane), al di sopra di una certa soglia critica di riduzione della lunghezza telomerica, la 
crescita cellulare si blocca. Si passa così da una fase di senescenza ad una fase di crisi, 
nella quale la letalità cellulare prevale a seguito della fusione e della frammentazione 
  
Andrea Mannu 
Studio della lunghezza telomerica nella popolazione Sarda 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche XXVI ciclo (P.O.R) 
Università Degli Studi di Sassari 
Pagina 13 
 
dei cromosomi. I telomeri umani si accorciano con l’aumentare dell’età (30,43,44,45,) ed in 
risposta a sporadici eventi, come l’aumento dello stress ossidativo (28,41,82). Alcuni studi 
di popolazione hanno dimostrato che una diminuzione della lunghezza dei telomeri 
negli umani può essere associata a minori performances cognitive (78), a condizioni 
correlate all’età come insulino resistenza (29,32), a infarto del miocardio e a elevati livelli 
di mortalità. Questi dati suggeriscono che la lunghezza dei telomeri sia implicata nei 
cambiamenti biologici e funzionali osservati con l’età. Misure cardiovascolari, come la 
pressione, sono state inversamente associate con la lunghezza dei telomeri, ma i 
risultati sono inconsistenti (9,8,31). Le cellule stabilizzano la perdita dei telomeri e 
trasferiscono un insieme completo di cromosomi alla loro progenie tramite l’attività 
dell’enzima telomerasi (14). Benché una debole attività telomerasica sia rilevabile in 
alcune popolazioni di cellule staminali e linfociti, in condizioni normali, la telomerasi è 
presente e attiva soltanto nelle cellule germinali (spermatozoi, cellule uovo e loro 
cellule progenitrici) e durante lo sviluppo embrionale, garantendo così la completezza 
dei telomeri al momento della nascita. Nel corso della vita la telomerasi scompare in 
quasi tutte le cellule somatiche e pertanto viene a determinarsi un accorciamento 
progressivo dei telomeri in rapporto al numero delle replicazioni cellulari nel frattempo 
intervenute. La telomerasi è il complesso enzimatico che ha il compito di allungare i 
telomeri ed essa ne contrasta, in parte, il normale accorciamento durante la 
replicazione. La telomerasi (Fig.4) è un complesso ribonucleoproteico multimerico 
costituito da tre componenti: 
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Figura 4: Struttura proteica tridimensionale della telomerasi umana. Il sito attivo dell’enzima appare 
di colore verde (Howard Hughes Medical Institute). 
 
- hTR, una catena di RNA di 445 nucleotidi ricca in guanina e adenina contenente la 
sequenza stampo per la sintesi delle ripetizioni telomeriche; 
- hTERT, una proteina di circa 1100 aa, con attività di retrotrascrittasi che fornisce il 
sito attivo per la reazione di polimerizzazione; 
- diverse proteine accessorie associate (es.TP1) essenziali per l’assemblaggio di un 
complesso attivo. 
 La componente a RNA di questo enzima funge da stampo per la polimerizzazione di 
nuove sequenze telomeriche, che avviene grazie all’azione trascrittasica inversa 
dell’hTERT. La telomerasi, nel suo complesso, è capace di allungare le estremità del 
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Figura 5: La telomerasi permette di risolvere il problema della replicazione delle estremità 
cromosomiche aggiungendo ripetizioni telomeriche ad ogni ciclo di sintesi del DNA. 
 
Mentre molto del lavoro pioneristico che ha esaminato la telomerasi è stato fatto 
utilizzando i cromosomi del lievito Tetrahymena, la componente ad RNA della 
telomerasi umana (29) è stata descritta solo in seguito. La telomerasi utilizza una 
regione della sua componente ad RNA come stampo per la sintesi ripetitiva delle 
sequenze telomeriche. Come già accennato, la telomerasi non è attiva nelle cellule 
somatiche differenziate ma è stato dimostrato essere attiva nelle cellule della linea 
germinale e debolmente attiva in alcune popolazioni cellulari proliferanti auto-
rinnovantesi come le cellule ematopoietiche, le cellule delle cripte intestinali, e le 
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cellule basali dell’epidermide. La teoria del ruolo della telomerasi nell’invecchiamento 
e nel cancro può essere così sintetizzata (5): 
1) La perdita dei telomeri determina l’invecchiamento cellulare dovuto all’ uscita delle 
cellule dal ciclo cellulare e all’ interruzione della divisione cellulare;  
2) La telomerasi non è presente nelle cellule somatiche normali ma è presente nelle 
cellule che si auto-rinnovano come le cellule della linea germinale; 
3) L’attività della telomerasi è stata trovata nella maggior parte delle proliferazioni 
cellulari maligne; 
4) L’attivazione della telomerasi permette alle cellule di sfuggire all’invecchiamento e 
diventare immortalizzate. 
L’ analisi della telomerasi potrebbe avere un’utilità diagnostica e prognostica 
nell’ambito dei tumori maligni. Sono stati infatti condotti numerosi studi che hanno 
esaminato l’attività della telomerasi di campioni tumorali di quasi tutti gli organi, 
ponendola a confronto nella maggior parte dei casi con quella del tessuto normale o 
non-neoplastico. I risultati suggeriscono che la telomerasi potrebbe essere utile come 
marcatore diagnostico di malattie neoplastiche maligne. Contrariamente alla maggior 
parte delle cellule somatiche normali, l’attività della telomerasi è stata individuata in 
circa l’85-90% delle neoplasie esaminate (26,35,46,47). Analizzando alcuni dei tumori più 
frequenti, una recente indagine (74) ha individuato l’attività della telomerasi nell’89% 
dei carcinomi colorettali, nell’88% dei carcinomi della mammella, nel 78% dei 
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carcinomi polmonari a cellule non piccole, e nel 100% dei carcinomi polmonari a 
piccole cellule. Infine, numerose speranze sono state poste sulla telomerasi come 
nuovo bersaglio per i farmaci anti-cancro. L’idea è che l’inibizione selettiva della 
telomerasi in neoplasie telomerasi-positive potrebbe condurre all’eventuale 
degradazione dei telomeri, all’invecchiamento ed alla morte cellulare. Le iniziali 
speranze che una tale terapia così indirizzata verso questo bersaglio specifico possa 
produrre un numero inferiore di effetti collaterali rispetto alla chemioterapia 
convenzionale è stata ridimensionata dalle ripetute dimostrazioni di un basso livello di 
attività della telomerasi nei tessuti normali, come precedentemente segnalato. 
Tuttavia, molto deve essere ancora fatto in questo campo. In breve, la telomerasi 
rappresenta una potenziale promessa come marcatore tumorale, ma molto ancora 
deve essere appreso per capire ulteriormente la sua biologia e per definire più 










Studio della lunghezza telomerica nella popolazione Sarda 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche XXVI ciclo (P.O.R) 
Università Degli Studi di Sassari 
Pagina 18 
 
1.3. Fattori che influenzano la lunghezza telomerica 
1.3.1. Stress Ossidativo e lunghezza dei Telomeri 
Oltre ad anomalie disfunzionali a carico della telomerasi, molti altri fattori sono 
associati ad un aumentata erosione telomerica e quindi a telomeri più corti; tra questi 
lo stress ossidativo, che, indipendentemente dalle sue origini, è considerato la causa 
primaria dell’accorciamento telomerico (28,41,82). Cellule muscolari lisce e cellule 
endoteliali esposte a fonti di stress ossidativo mostrano, infatti, elevato accorciamento 
telomerico e prematura senescenza cellulare. Inoltre, l’attività telomerasica diminuisce 
in risposta allo stress ossidativo. E’ stato osservato che la presenza di fattori di rischio 
cardiovascolare (CV) quali fumo e obesità, condizioni che conferiscono un elevato 
stress ossidativo, sono correlate ad una riduzione della lunghezza telomerica (60,77). 
Infine, strategie per ridurre lo stress ossidativo, mediante la over-espressione di enzimi 
anti-ossidanti, sono in grado di mantenere integri i telomeri prevenendone un 
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1.3.2. Età  
 L’attività della telomerasi è indispensabile per il mantenimento delle lunghezza 
telomerica , ed è stato dimostrato come telomeri eccessivamente corti e ridotta 
attività telomerasica siano associati ad un prematuro invecchiamento nell’uomo. In un 
articolo non recentissimo (17), Richard Cawthon e colleghi hanno dimostrato come la 
lunghezza dei telomeri diminuisca con l’età e con ogni divisione cellulare e che la 
graduale perdita del DNA telomerico durante la divisione cellulare possa contribuire 
all’apoptosi. Per ogni anno di incremento di età, gli autori hanno evidenziato una 
perdita di sequenza telomerica di 14 paia di basi e non si sono riscontrate differenze 
significative tra uomini e donne nel tasso di diminuzione della lunghezza dei telomeri 
(p=0,645). La lunghezza telomerica (LTL) è quindi inversamente correlata con l’età (76). 
In aggiunta individui con telomeri più corti sono più predisposti a manifestare 
invecchiamento vascolare e patologie età correlate, in primis quelle CV. 
 
Fig 6: Rappresentazione dell’ accorciamento telomerico ad ogni divisione cellulare 
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1.3.3. Genere  
Numerosi studi confermano che la lunghezza telomerica è minore negli uomini rispetto 
alle donne (9,21). Ricerche condotte sia sull’ animale che sull’ uomo, hanno dimostrato 
una maggiore attività telomerasica e minore esaurimento telomerico correlato al 
genere, risultante in una maggiore lunghezza telomerica nel genere femminile rispetto 
a quello maschile (in precedenti lavori si è osservato come i telomeri delle femmine 
presentino una lunghezza maggiore del 3,5 per cento rispetto a quella dei telomeri dei 
maschi) (17). La minore incidenza delle malattie CV nelle donne in pre-menopausa è, in 
parte, attribuibile agli estrogeni. In aggiunta alla ben caratterizzata azione sul 
metabolismo delle lipoproteine e sulle cellule vascolari, gli estrogeni potrebbero 
esercitare un’influenza anche sull’omeostasi telomerica, contribuendo al benefico 
effetto sul sistema CV. E’ necessario quindi approfondire le relazioni tra la differenza di 
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Abbiamo precedentemente osservato come in letteratura sia nota una diminuzione 
della lunghezza telomerica all’aumentare dell’età. Abbiamo inoltre evidenziato che la 
Sardegna possiede un numero di centenari e ultracentenari sensibilmente superiore a 
quello riscontrato nelle altre regioni . 
Lo scopo del presente lavoro è stato quindi quello di analizzare la lunghezza telomerica 
nella popolazione sarda, per capire come questo fattore vari con l’età ed il sesso. E’ 
stata quindi analizzata la lunghezza telomerica di centenari sardi e di persone di 
differenti classi di età, utilizzando metodiche di Real Time PCR. I campioni di DNA 
analizzati, storati nella "biobanca della longevità" del progetto AKeA (A Kent'Annos) 
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2.1 Soggetti partecipanti 
E’ stata misurata la lunghezza telomerica di 65 campioni, suddivisi in tre fasce di età 
(centenari, sessantenni e giovani). Tutti i campioni di DNA utilizzati per questo lavoro 
provengono da individui nati e vissuti in Sardegna. Il prelievo di sangue è stato 
effettuato dai medici in laboratorio o direttamente a casa. I soggetti arruolati fanno 
parte dell' "archivio della longevità" del progetto AKeA, sotto la responsabilità del prof. 
Luca Deiana, ed il prelievo è avvenuto dopo la sottoscrizione del consenso informato. 
Di tutti i soggetti inoltre sono state redatte le relative cartelle cliniche. I campioni di 
DNA, infine, sono stati estratti con il metodo del Fenolo- Cloroformio, diluiti con il Low 
TE (il tampone ha lo scopo di mantenere costante il pH della soluzione e creare le 
condizioni ottimali per la conservazione) e conservati alla temperatura di -20°C. L’età 
degli individui facenti parte dello studio varia da un minimo di 20 anni per i controlli ad 
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2.2 Estrazione di DNA genomico da cellule 
Il DNA utilizzato per il nostro studio è stato estratto in precedenza mediante il metodo 
del fenolo-cloroformio. L’estrazione del DNA da sangue periferico è stata eseguita su 
sangue fresco prelevato in tubi Vacutainer contenenti EDTA (Etilen Diamina 
TetrAcetato) come anticoagulante. In alternativa sono state utilizzate provette sterili 
contenenti Na citrato (0,5ml di Na citrato/ml di sangue). L’utilizzo dell’EDTA è 
connesso alla sua azione chelante degli ioni bivalenti (la cui presenza facilita l’azione 
delle “nucleasi”, enzimi che degradano il DNA). Il sangue prelevato, è stato processato 
immediatamente; successivamente si è proceduto con l’estrazione. La prima fase  ha 
previsto l’eliminazione dei globuli rossi mediante l’utilizzo di opportuni tamponi di lisi e 
il successivo isolamento delle cellule nucleate. I leucociti così ottenuti sono stati 
trattati con un tampone di lisi dei globuli bianchi, con un detergente (SDS) e con 
Proteinasi K, allo scopo di solubilizzare le membrane, complessare le proteine ed 
estrarre gli acidi nucleici. La proteinasi K ha la funzione di digerire le proteine mentre il 
fenolo le denatura e in parte le dissolve; le proteine così denaturate formano uno 
strato bianco all’interfaccia tra la fase fenolica inferiore e la fase acquosa superiore. 
Successivamente, attraverso la duplice estrazione con Fenolo/Cloroformio, la 
componente organica (contenente le proteine) è stata separata dalla fase acquosa 
(contenente gli acidi nucleici). Le tracce di Fenolo che contaminano la preparazione 
sono state eliminate dai successivi passaggi in cloroformio e con la precipitazione del 
DNA in etanolo assoluto in presenza di sali. La precipitazione etanolica in presenza di 
concentrazioni relativamente alte di ioni monovalenti (100-500mM) è indispensabile 
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per concentrare le soluzioni di DNA ed eliminare i residui di fenolo e cloroformio; un 
breve lavaggio del sedimento con etanolo al 70% rimuove gran parte dei cationi 
monovalenti che possono interferire con le successive analisi molecolari. E’ 
indispensabile utilizzare fenolo bidistillato, di ottima qualità , conservato a -20°C fino al 
momento della saturazione. Il fenolo saturato deve essere usato entro 2 mesi poiché i 
prodotti di ossidazione, che gli conferiscono una colorazione giallo-rosa, potrebbero 
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2.3 Analisi spettrofotometrica del DNA estratto 
La concentrazione di DNA estratto da ogni campione è stata determinata mediante 
analisi spettrofotometrica. Di ogni campione è stata prelevata un’aliquota di cui, previa  
opportuna diluizione in acqua sterile sono state effettuate letture spettrofotometriche 
degli assorbimenti a 320, 280 e 260 nm. La contaminazione da parte delle proteine è 
stata valutata considerando il rapporto OD 260/OD 280 ed eliminando i campioni con 
un rapporto inferiore a 1.7.  
La concentrazione di DNA è stata calcolata con il valore di assorbanza a 260 nm. Dal 
momento che 50 µg di DNA, letto a 260 nm ed utilizzando una cuvetta con cammino 
ottico di 1 cm, ha un valore di assorbanza pari a 1,00, tenendo conto del fattore di 
diluizione e applicando la seguente proporzione: 1 : 50 µg/ml = A campione (λ260) : x, 
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2.4 Verifica dell’integrità del DNA estratto 
Allo scopo di saggiarne l’integrità, una quantità pari a 1 µg di DNA estratto dai 
campioni ed implementato del relativo tampone di caricamento (Loading Buffer), è 
stato analizzato mediante migrazione elettroforetica sul gel di agarosio allo 0.8% in un 
opportuno tampone (TBE 1X). Il loading buffer, contenente blu di bromofenolo, rende 
possibile la migrazione elettroforetica del campione e contiene inoltre glicerolo, che 
permette al campione di depositarsi sul fondo del pozzetto e di non disperdersi nel 
tampone della cella. Il gel si allestisce portando ad ebollizione una sospensione di 
agarosio solido in un tampone acquoso (nel nostro caso TBE) fino ad ottenere una 
soluzione limpida; a quest’ultima, raffreddata a 60°C, si addiziona un volume di 
bromuro di etidio tale da avere una concentrazione finale di 0,5 µg/ml. Questo 
colorante si intercala tra le basi azotate degli acidi nucleici e li rende visibili se esposto 
ad una sorgente UV. La soluzione viene quindi versata all’interno di uno stampo e 
raffreddandosi dà origine ad una matrice la cui porosità è determinata dalla 
concentrazione del polimero stesso nella soluzione iniziale. La migrazione 
elettroforetica avviene all’interno di una vasca fornita di due elettrodi (catodo e 
anodo) collegati ad un generatore di corrente. Al gel, una volta immerso nel tampone 
di corsa (TBE 1X), viene applicata una differenza di potenziale di 50-70 V che dà inizio 
al processo elettroforetico. Nell’intervallo di pH (7,5-7,8) del tampone di corsa e del 
gel, l’RNA e il DNA risultano carichi negativamente e migrano dal catodo verso l’anodo 
con una mobilità elettroforetica che è condizionata esclusivamente dalle loro 
dimensioni. Dal momento che la densità di carica (quantità di carica per unità di 
  
Andrea Mannu 
Studio della lunghezza telomerica nella popolazione Sarda 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche XXVI ciclo (P.O.R) 
Università Degli Studi di Sassari 
Pagina 29 
 
lunghezza) dovuta ai gruppi fosfato rimane costante, i frammenti più lunghi mostrano 
maggiore difficoltà al passaggio attraverso i pori del gel mentre i più piccoli migrano 
più velocemente. IL DNA , se degradato, migrerà nel gel come una larga strisciata ( dal 
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2.5 Metodiche per la valutazione della lunghezza telomerica 
Esistono in letteratura diverse metodiche per la valutazione della lunghezza telomerica 
(6). Ad oggi la metodica di riferimento è il saggio Telomere Restriction Fragment (TRF) 
basato su un ibridazione in Southern Blot (1,61). La tecnica prevede dapprima la 
digestione del DNA estratto seguita da elettroforesi e trasferimento su membrana di 
nylon per successiva Ibridazione e visualizzazione mediante chimioluminescenza o 
radioattività. Un’altra metodica, di recente applicazione in questo campo, è la 
quantitative Fluorescent In Situ Hybridizatin (qFISH) (50), riassumibile in un saggio di 
citogenetica che prevede l’ibridazione dei cromosomi fissati con una sonda 
fluorescente specifica per le estremità telomeriche (ripetizioni in tandem di TTAGGG) 
in seguito quantificata. Entrambe queste metodiche sono di non semplice esecuzione 
ma soprattutto sono “timeconsuming” se si pensa ad una applicazione ad un ampio 
numero di campioni. La metodica senz’altro più Indicata e utilizzata per gli studi di 
popolazione è una tecnica messa a punto nel 2002 da Cawthon; questa si basa su un 
saggio di PCR-real time e sfrutta l’appaiamento di specifici primers in grado di 
riconoscere in modo univoco le ripetizioni telomeriche evitando la formazione di 
primer dimer (17,18,19). Questo metodo ampiamente validato, risulta di più facile 
applicazione clinica perché più adatto a studi di popolazione e proprio per questo 
moltissimi studi lo hanno adottato per la valutazione della LTL in un ampio numero di 
soggetti. Anche nel nostro studio pertanto la LTL è stata valutata con metodica PCR-
real time. I prodotti di amplificazione possono essere quantificati in modo assoluto o 
relativo. La quantificazione assoluta è una modifica del protocollo di Cawton, ed è 
  
Andrea Mannu 
Studio della lunghezza telomerica nella popolazione Sarda 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche XXVI ciclo (P.O.R) 
Università Degli Studi di Sassari 
Pagina 31 
 
ottenuta introducendo degli oligomeri standard di concentrazione conosciuta che 
vengono diluiti serialmente ed amplificati per ottenere delle curve standard. Un 
campione sconosciuto può quindi essere quantificato basandosi su queste curve. Nello 
specifico si utilizzano per la costruzione delle curve diluizioni seriali di due oligomeri, 
uno di 84 paia di basi contenente 14 ripetizioni di unità telomeriche, e un altro di 75 
paia di basi contenente il gene a singola copia 36b4. La quantificazione relativa invece 
necessita di controlli endogeni denominati housekeeping che servono come 
normalizzatori. Gli “unknowns” vengono “quantificati” paragonando il loro ΔCt con 
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2.6 Determinazione della lunghezza dei telomeri (T/S) mediante Real-Time 
PCR. 
Il DNA genomico estratto è stato usato per misurare la lunghezza dei telomeri 
mediante il metodo messo a punto da Cawthon (18). La tecnica permette di misurare, 
per ogni campione di DNA, il fattore per il quale il campione differisce da un campione 
di riferimento nel suo rapporto tra i numeri di ripetizioni telomeriche rispetto al 
numero di ripetizioni di un gene a singola copia. Quindi per ogni esperimento sono 
state preparate 2 piastre da 96 pozzetti, una contenente i primers per i telomeri, e una 
seconda contenente i primers per il gene 36B4, che codifica per P0, una fosfoproteina 
ribosomiale acida usato come gene a singola copia (Tab.1). 
 
 
 SEQUENZA PRIMERS CONCENTRAZIONE 
FINALE 
Tel fw (CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT) 100nM 
Tel rev (GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT) 100nM 
36b4 fw ( CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC) 500nM 
36b4 rev (CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA) 500nM 
 
Tabella 1: Sequenza dei primers utilizzati e loro concentrazione di utilizzo. 
 
In ogni pozzetto contenente 10 μl di Master Mix sono presenti 40 ng di DNA, SYBR 
Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) e primers alle rispettive 
concentrazioni finali 100 nM Tel-1 e 100 nM Tel-2 o 500 nM 36B4u e 500 nM 36B4d. 
L’amplificazione è stata effettuata con l’ iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection 
System della Biorad. 
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La reazione di amplificazione per i telomeri è stata effettuata a 95°C per 10 min, 
seguita da 30 cicli a 95°C per 30s, 62°C per 1m e 72°C per 30s ,mentre quella per il 
36b4 è stata effettuata a 95°C per 10 min, seguita da 45 cicli a 95°C per 30 s e 56°C per 
1 min e 72° per 30s. La reazione di amplificazione è, seguita da una curva di 
dissociazione per confermare la specificità della reazione. 
Tutti i campioni sono stati testati in triplicato per valutare la riproducibilità del test e in 
ogni saggio è stato inserito un controllo negativo dove il DNA è stato sostituito con 
H2O. È stata inoltre calcolata la Deviazione Standard e sono stati eliminati i campioni 
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2.7 Analisi dei dati della PCR-real time  
Al termine dell’amplificazione, i prodotti di PCR sono stati salvati ed elaborati 
mediante il software iQ™5 Optical System Software. Il software determina il numero di 
cicli in cui la reazione raggiunge la threshold. Questo valore, indicato come ciclo soglia 
(Ct), compare sempre durante la fase esponenziale della reazione ed è inversamente 
proporzionale al numero iniziale di molecole stampo presenti nel campione.  
I dati sono stati analizzati mediante il metodo di quantificazione relativa comparativa 
(56), in cui la quantità del target viene normalizzata rispetto al controllo endogeno 
(housekeeping) ed espressa relativamente ad un campione basale (comparatore) che 
diventa il campione 1x, mentre tutte le altre quantità vengono espresse come n volte 
relativamente a quel campione. Tale metodo consente di valutare le differenze tra un 
campione ed il relativo controllo “comparatore”. Per poter effettuare tale confronto è 
necessario disporre di uno “standard interno”(housekeeping), comune sia al campione 
che al controllo. Nell’analisi della LTL, l’housekeeping è un gene a singola copia che non 
presenta comunemente amplificazioni, ed è quindi direttamente correlato con il 
numero di molecole di DNA presenti nel campione in esame. Questo permette quindi 
di “normalizzare” il saggio eliminando eventuali differenze determinate da errori di 
quantificazione del DNA. L’housekeeping utilizzato nel lavoro è il 36B4, gene che 
codifica per P0, una fosfoproteina ribosomiale acida. 
In breve per ogni campione è stato individuato il valore di Ct del telomero e del gene 
housekeeping. E’ stata calcolata dapprima la differenza tra il Ct del telomero e il Ct del 
gene housekeeping, sia dei campioni che del comparatore, ad ottenere il ΔCt. 
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E’ stata poi calcolata la differenza tra il ΔCt di un qualsiasi campione ed il ΔCt del 
campione di controllo utilizzato come “comparatore”, ad ottenere il ΔΔCt. 
L’espressione matematica 2-ΔΔCt, che per il campione comparatore sarà quindi uguale 
ad 1, rappresenta il numero di volte (in più o in meno) in cui il gene di interesse è 
espresso rispetto al comparatore. Con tale metodo per ogni campione la quantità del 
gene di interesse analizzato è quindi espressa come n-volte rispetto alla quantità 
presente nelle cellule. I dati ottenuti sono stati esportati su un foglio di Excel e per ogni 




Figura 8:Tabella riassuntiva per ogni campione 
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2.8 Analisi statistica 
Al fine di esprimere in maniera quantitativa l’intensità del legame tra la lunghezza 
telomerica e l’età, è stato calcolato il coefficiente di correlazione r di Pearson, 
utilizzando il software R. Il coefficiente di correlazione di Pearson ci da informazioni 
sulla dipendenza di due variabili casuali. Il campo di variazione va da -1 a 1. In 
particolare quando il valore è -1 si ha correlazione perfetta negativa e le due variabili 
variano contemporaneamente ma in senso opposto. Quando il valore è pari ad 1 si ha 
massima correlazione e le due variabili si muovono contemporaneamente nello stesso 
modo. Quando il valore è 0 le variabili sono totalmente indipendenti. Con lo stesso 
software è stato calcolato anche il p-value, che ci indica il livello di significatività dei 
nostri dati. I risultati ottenuti sono stati considerati statisticamente significativi per un 
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I risultati ottenuti dalle analisi mediante Real time PCR, relativi ai 65 campioni 
analizzati, sono riassunti nelle tabelle e nei grafici seguenti. Nei campioni analizzati, il 
valore medio di Ct relativo all’ amplificazione delle estremità telomeriche è risultato 
24.66±1.52 mentre quello relativo al gene 36b4 è risultato essere 33.35±1.40 (Fig.9). 
 
 
Figura 9:   Curve di amplificazione dei telomeri e del gene 36b4. 
Il controllo qualitativo delle reazioni di PCR real-time prevede inoltre la possibilità di 
monitorare le temperature di melting dei prodotti di reazione di ogni pozzetto. 
L’amplificazione del gene 36B4 genera una curva di melting omogenea con un solo 
picco alla temperatura attesa per il prodotto di PCR (Fig.9). Osservando la curva di 
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melting dei campioni relativi ai telomeri (Fig.10) si può notare la presenza di un picco 
più ampio ad indicare la presenza di amplificati di diverse lunghezze in ogni pozzetto. 
Ciò riflette di fatto l’atteso, cioè prodotti di diversa lunghezza corrispondenti a 
sequenze nucleotidiche derivate dall’amplificazione dei telomeri per l’appaiamento dei 
primers a distanze variabili. Infine è da considerare che la corretta amplificazione 
telomerica, nei controlli negativi (corrispondenti all’assenza di DNA templato), non 
genera alcun amplificato (nessun picco nelle curve). 
 
 
Figure 9 e 10: Curve di melting dei campioni analizzati in qPCR per telomeri e 36b4. Le curve di melting 
con valori oscillanti intorno allo zero rappresentano i controlli negativi 
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Il grafico a dispersione mostra la variazione della lunghezza telomerica (indicata come 
T/S e rappresentata sull’asse delle ordinate) in relazione all’età (rappresentata 
sull’asse delle ascisse). Dal grafico possiamo evidenziare una forte correlazione lineare 
tra lunghezza telomerica ed età: la lunghezza telomerica infatti diminuisce 
all’aumentare dell’età, così come atteso. Il coefficiente di correlazione di Pearson r ha 
un valore elevato (r=-0.88), ed il valore di p è risultato <0.0001, ad indicare una forte 
significatività statistica (Fig.11). 
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I campioni sono stati quindi raggruppati per età e per sesso. Media e deviazione 






Tabella 2: Lunghezza telomerica nelle varie classi di età. 
 
I grafici successivi mostrano i campioni divisi in categorie; dai primi due grafici si può 
notare come la media della lunghezza telomerica degli uomini sia più elevata rispetto a 










Centenarians 32 0,594 0,137 
Sixty years 7 0,765 0.098 
Young 18 1,248 0,180 
Male 24 0,869 0,341 
Female 33 0,787 0,325 
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Figura 12: Grafici suddivisi per categorie. 
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I box plot infine mostrano come la lunghezza telomerica sia maggiore negli uomini 
rispetto alle donne in tutte e tre le coorti di età (Fig 13). 
 
Figura 13: Box plot relativi alle varie classi di età. 
 Alcuni campioni di centenari hanno infine mostrato una LTL estremamente elevata 








Tabella 3: Outliers 
Samples Age Sex T/S 
48 100 f 1,456 
54 99 f 3,41 
84 103 m 1,87 
88 100 f 1,384 
360 100 m 1,668 
379 100 m 1,462 
380 102 f 1,95 
367 101 f 2,194 
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I risultati ottenuti mediante l’analisi mediante Real time della lunghezza telomerica 
mostrano una correlazione negativa lineare tra la lunghezza telomerica e l’età; la LTL 
diminuisce all’aumentare dell’età. Tali dati sono in linea con quelli riscontrati in altri 
lavori scientifici. La media della lunghezza telomerica negli uomini risulta invece 
maggiore rispetto a quella delle donne. Questo dato è in contrasto rispetto a quello 
osservato in altri lavori, ed è riscontrabile in tutte le fasce di ètà. Precedenti studi, 
hanno infatti dimostrato come la lunghezza telomerica negli uomini sia minore rispetto 
alle donne. Il fatto che la lunghezza telomerica degli uomini sia maggiore rispetto alle 
donne potrebbe essere in linea con precedenti studi compiuti nell’ambito del progetto 
AKeA. In Sardegna, infatti, sono state individuate delle zone interne ad alta 
concentrazione di longevi, e si è scoperto che il rapporto maschi/femmine 
ultracentenari in Sardegna è ben diverso da quello presente altrove. Se nel resto dell'  
occidente il rapporto è di 1 a 4, se non addirittura di 1 a 7, nell' Isola è generalmente al 
di sotto di 1 a 2, per diventare paritetico nelle aree interne (16,24). La maggior lunghezza 
telomerica degli uomini potrebbe, in questo contesto confermare come il rapporto 
maschi/femmine centenari in Sardegna si riduca rispetto al resto del mondo. 
Infine occorre evidenziare gli elevati valori della LTL di alcuni campioni considerati 
outliers; di tali campioni sarebbe necessaria un ulteriore verifica ed una validazione 
con altre tecniche di misurazione della LTL, per confermare i dati ottenuti, e cercare di 
capire se la loro longevità possa essere strettamente correlata con la maggiore 
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lunghezza telomerica. Nel caso che questa ipotesi venisse confermata, sarebbe 
interessante verificare se la maggiore lunghezza telomerica sia dovuta ad una più lenta 
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